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Mittheilungen.

107. Eduard Buchner: Ueber zellenfreie Gihrung.

(Vortrag, gehalten vor der Deutschen chemischen Gesellschaft zu Berlin,
am 14, Mirz 1898.)

M. H.! Die alkoholische Gibrung des Zuckers hat schon viel-
fach das Interesse der Naturforscher erregt. Zahlreiche Theorien
iiber das Zustandekommen dieses Processes folgten aufeinander, bis
die bahnbrechenden Arbeiten Pasteur’s, begonnen in der Mitte
unseres Jahrhunderts, zur endgiiltigen Aufstellung des Satzes fiihrten:
Keine Gidhrung ohne Organismen. Im Speciellen betrachtete
Pasteur den Vorgang als einen physiologisclien Act, eng und un-
trennbar verkniipft mit den Lebensvorgingen der Hefezellen. Andere
Forscher dagegen, wie Moritz Tranbe, Berthelot, Liebig und
Hoppe-Seyler waren der Ansicht, dass die Hefe, wie sie einen be-
stimmten chemischen Stoff, ein unorganisirtes Ferment oder Enzym, das
Invertin, producirt, welches Rohrzucker in Traubenzucker und Frucht-
zucker spaltet, dass sie wobhl iihnlich auch eine Substanz erzeuge, der
die Gihrwirkung zukommt. Aber. so anschaulich diese Theorie war,
es fehlte jeder experimentelle Beweis, denn niemals konnte trotz vieler
Versuche eive Trennung des Giihrvermigens von den lebenden Hefe-
zellen erzielt werden. Die rein vitalistische Theorie blieb also un-
bedingt Siegerin.

Wir alle sind in den Anschauungen Pasteur’s aufgewachsen.
Als mir im October 1896 «xperimentelle Thatsachen in die Hinde
fielen, die fiir eine zellenfreie Giéithrung zu sprechen schienen, da stand
ich depselben daher begreiflicher Weise zuniichst sehr zweifelnd
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gegeniber. Erst nachdem zwei Monate spiter wiederholte Versuche
genau zu den fritheren Ergebnissen gefiihrt hatten, erfolgte die Ver-
offentlichung. Darnach ist es moglich, aus Hefe einen zellen-
freien Saft auszupressen, welcher Zucker in Gahrung
versetzt.

Das Verfabren zur Herstellung des Presssaftes, unter wesent-
licher Beihiilfe des Hrn. Privatdocenten Dr. Martin Hahn im
Miinchener hygienischen Institut ausgebildet, ist kurz folgendes.
Frische Miinchener untergihrige Bierpresshefe, bei 50 Atmosphiren
Druck entwissert, wird mit dem gleichen Gewicht Quarzsand und
ein Fiinftel des Gewichtes Kieselguhr sorgfiltig gemengt und hierauf
in einer Zerreibungsmaschine zerrieben; die letztere, von Hugershoff
in Leipzig geliefert und durch einen Gasmotor in Betrieb gesetzt,
besteht der Hauptsache nach aus einer horizontal rotirenden
Porzellanreibschale, in welcher sich ein beliebig beschwertes
Porzellanpistill fortwihrend geradlinig hin und her bewegt. Der
Process wird erst unterbrochen, wenn die anfangs staubtrockne Masse
von selbst feucht geworden ist und sich zusammenballt. Fliissigkeit
muss offenbar aus dem Innern der Zellen ausgetreten sein. In der
That ergab die mikrqskopische Untersuchung, von Hrn. Dr. H. Will
freundlichst ausgefiibrt, dass bereits etwa 40 pCt. der Zellen zerrissen
sind. Nun setzt man die teigférmige Masse, in ein Tuch eingeschiagen,
in der hydraulischen Presse einem allmiblich gesteigerten Druck bis
zu 500 Atmosphiren aus; die Presse muss selbstverstindlich vielfach
von Neuem apgezogen werden, da der Druck wieder nachlisst. Nach
etwa zwei Stunden wird der Presskuchen zerstossen, mit Wasser an-
gefeuchtet und nochmals demselben hohen Drucke unterworfen. Im
Ganzen erhilt man bei dieser zweimaligen Pressung aus 1 Kilo Hefe
500 ecm Fliissigkeit, von welchen nur 140 ccm als Wasser zugesetzt
wurden. Der Presssaft tropft direct aus der Presse zweckmissig auf
ein gewohnliches Faltenfilter und wird in einem durch Eiswasser ge-
kiihlten Gefiss aufgefangen, um einer Verinderung des Saftes schon
wihrend der Bereitung méglichst vorzubeugen. Im rickstindigen
Presskuchen sind bei der mikroskopischen Untersuchung nur mehr
etwa 4 pCt. intacte Hefezellen, aber gegen 60 pCt. der friheren
Zellen als leere Hiute aufzufinden. Durch nochmaliges Zerstossen,
Anfeuchten und Zerpressen des Kuchens liesse sich wohl noch
weiterer Saft gewinnen; die Hauptmenge des wirksamen Stoffes ist
aber bereits vorher ausgepresst; wenigstens giebt der Riickstand, nach
Gewinnung von 500 ccm Saft, mit Zuckerldsung versetzt nur mehr
geringe Gihrwirkung. '

Die aufgestellten Priparate zeigen deutlich den Unterschied im
makroskopischen Aussehen der Hefe in den verschiedenen Stadien;
zuniichst haben Sie bier frische Miinchener untergéhrige Bierpresshefe,
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dann solche nach Auspressen bei 50 Atmosphiren und Mischen mit
Quarzsand und Kieselgubhr als trocknes Pulver, hierauf als plastische
Masse nach dem Zerreiben und endlich als ziemlich festen Press-
kuchen am Ende der Gesammtoperation. Der frische Hefepresssaft,
wie Sie ihn hier vor sich sehen — dieses Priparat wurde in einen:
grossen Eiskiibel bei 0° von Miinchen hierher iiberfiihrt — stellt eine
gelbliche, im durchfallenden Licht fast klare, sonst opalisirende Flis-
sigkeit von angenehmem Hefegeruch vor; er enthilt viel Kohlendi-
oxyd geldst, welches beim Erwirmen auf 409 zu entweichen beginnt.
Im Presssaft sind ziemliche Mengen von gerinnbarem Eiweiss vor-
handen; bei langsamem Anheizen in der Bunsenflamme coagalirt
meistens die ganze Masse so vollstindig, dass das Reagenzrohr ohne
Fliissigkeitsverlust umgestiirzt werden kann (Versuch).

Im Presssaft sind Enzyme vorhanden, deren Anwesenheit mit
Wasserstoffsuperoxyd nach Schdnbein leicht nachzuweisen ist. Ich
getze einerseits zu 1 Raumtheil Presssaft 10 Raumtheile Wasser und
nach dem Mischen 6 Raumtheile Wasserstoffsuperoxydlésung (von
10 pCt.), andererseits zu 1 Raumtheil Presssaft 8 Raumtheile Wasser,
2 Raumtheile einer 2-procentigen, wissrigen Blausiure und nach dem
Schiitteln 6 Raumtheile Wasserstoffsuperoxydlésung. Im ersteren Falle
tritt nahezu augenblicklich unter dem Einfluss der Enzyme stiirmische
Sauerstoffentwickelung ein, welche zu andauverndem Ueberschiumen
der Flissigkeit aus dem Reagenzrohre fiihrt; im letzteren Fall ist
iiberbaupt kaum Gasentwickelung zu bemerken (Versuch). Verdringt
man aber die zugesetzte Blausiure aus dem Presssaft durch linger
fortgesetztes Durchleiten von Luft, so zeigen die Enzyme des Press-
saftes wieder die friihere Wirksamkeit gegeniiber Wasserstoffsuper-
oxyd. Man wird also eine lockere additionelle Verbindung zwischen
Blausiure und Enzym anpehmen miissen, die des letzteren Wirkung
auf das Hyperoxyd nicht besitzt, aber schon durch Luftzuleiten zer-
setzt wird. Ebenso verhilt sich di¢ Gdhrwirkung des Presssaftes gegen-
dber Blausiure.

Von Enzymen ist im Hefepresssafti zundchst Invertin nachge-
wiesen. Die Gegenwart eines Maltase und eines Glycogen lLydroly-
sirenden Fermentes darf, da beide Kohlenhydrate durch den Press-
gaft in Gébrung gerathen und nach den Erfahrungen Emil Fischer’s.
kaum direct vergiahren, wohl angenommen werden; vielleicht auch er-
folgt die Hydrolyse in beiden Fillen durch dieselbe Substanz. Dann
scheinen Oxydasen vorhanden zu sein, wie solche G. Bertrand in.
vielen Pfianzensiften vorgefunden hat, wenigstens firbt sich der Press-
saft bei liingerem Stehen an der Loft, wahrscheinlich unter Sauer-
stoffaufnahme, braun. Proteolytische Enzyme im Hefenpresssaft:
hat zuerst M. Hahn aufgefunden, indem er dessen Verfliissigungsve:-
mogen fir Gelatine feststellte; beim Einsenken von frischem Pres--
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saft und von solchem, der etwa eine Woche bei Zimmertemperatur
unter Arsenitzusatz gestanden hat, in ein Wasserbad von 50° ist nach
cinigen Minuten im ersteren ein betriichtliches Gerinnsel ausgeschieden,
wihbrend sich im letzteren kaum einige Flocken gebildet haben; das
gerinnbare Eiweis ist also durch eine Art von Selbstverdauung —
mdge dieser kurze Ausdruck gestattet sein — verschwunden (Versuch).

Als interessanteste Eigenschaft des Hefepresssaftes muss aber be-
zeichnet werden, dass er Zucker in alkoholische Gédbrung zu versetzen
vermag und zwar, wie die Hefe selbst, Rohr-, Malz-, Trauben- und
Frucht-Zucker, nicht jedoch Lactose und Mannit.

Die eine dieser G#hrungen in den Messcylindern ist vor dreissig
Stunden in Miinchen durch Mischen vou 100 ccm frischem Hefepress-
asft mit dem gleichen Volum einer 50-procentigen Saccharoseldsung
n Gang gesetzt, die zweite mit denselben Bestandtheilen vor zehn
Stunden dahier. Zum Vergleiche der Intensitit der Gasentwickelung
und zugleich der Hohe der Schaumschicht ist endlich ein dritter Mess-
cylinder aufgestellt, beschickt mit 100 cem 50-procentiger Rohrzucker-
i6sung, 50 ccm destillirtem Wasser und als Nihrmaterial 50 ccm durch
Stehen unwirksam gewordenen Hefepresssaft, welcher Mischung vor
10 Stunden 5 g frische Presshefe zugesetzt wurden. Obgleich in letz-
terem Falle die Fliissigkeit in Folge der vielen suspendirten Hefezellen
milchig triibe und undurchsichtig erscheint, dbertreffen Gasentwickelung
und Schaumschichte durchaus nicht die gleichen Symptome in den
beiden fast klaren und durchsichtigen Parallelversuchsflissigkeiten mit
wirksamem Presssaft.

Beim Eingiessen eines Volumens (10 ccm) einer 30° warmen,
50-procentigen Rohrzuckerldsung in 10 cem frischen Presssaft im Re-
agenzrohr tritt etwa 10 Minuten nach dem Mischen deutliche Gasent-
wickelung ein, welche bei Zimmertemperatur einige Tage, bei 7—8°
ungefibr eine Woche andauert (Versuch). Betrichtlich rascher noch
tritt. die Gasentwickelung beim Auflssen von 5 g pulverisirtem Rohr-
zucker in 15 cem Presssaft ein; bald nachdem die beim Hin- und
Herneigen des Presssaftes zum Zwecke des Auflosens und in Folge nun
verminderter Loslichkeit der im Presssaft von Anfang an vorhandenen
Kohlensiure entstandenen Blasen entwichen sind, setzt eine regel-
miissige Gasentbindung ein (Versuch).

Das Gas, welches dabei entsteht, ist Kohlensiiure, wie leicht zu
beweisen. Dieses mit Quecksilber vollstindig gefiillte, in eine Queck-
silberwaune gestiilpte Eudiometerrohr wurde vor 10 Stundea mittels
einer gekrimmten Pipette beschickt mit 15 ccm frischem Presssaft,
in welchem 4 g Rohrzucker eben vorher gelést wurden. Die Gas-
entwickelung dauert noch an, es sind aber bereits dber 50 ccm Gas
augesamielt. Ich lasse nun starke Kalilauge dazu treteu, verschliesse
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mit dem Daumen, schiittle und 6ffne unter Quecksilber; dasselbe steigt
sofort in die Rohre empor; das Gas ist vollig verschwunden.

Bei Anwendung von frischer Miinchener untergihriger Bierpress-
hefe zur Herstellung des Presssaftes wurde in gegen 50 Einzelfillen,
die sich iiber den Zeitraum von 18 Monaten vertheilen, immer gihr-
tichtiger Presssaft erhalten und kein einziger Misserfolg beobachtet.
Dabei blieb die Mitwirkung der im unfilirirten Presssaft noch vor-
handenen, verhiltnissméssig sehr wenigen Mikroorganismen durch holie
Zuckerconcentration und durch Zusatz von Kaliummetarsenit ausge-
schlossen.

Die Gihrkraft des nach gleichem Verfahren erhaltenen Presssaftes
ist selbst bei stetiger Anwendung von Miinchener untergiihrigér Bier-
presshefe aus ndmlicher Fabrik nicht immer die gleiche. Insbesondere
wurde e¢ine Steigerung derselben bei den Arbeiten in den letzten
Wintermonaten beobachtet, was mit dem giinstigen Einfluss der
niederen Temperatur auf Reinheit der Hefe und Haltbarkeit des Saftes
zusammenhingen diirfte. Besonders hohe Kohlensiiurezahlen wurden
jingst durch Hrn. Dr. Rudolf Rapp erhalten, als bei Zusatz von
2 pCt. Kaliummetarsenit mit der Zuckerconcentration auf 16 pCt.
heruntergegangen worden war; so lieferten 200 ccm vorher evacuirter
Presssaft bei 159 in 40 Stunden 15 g Kohlendioxyd.

Aus allen diesen Beobachtungen wurde der Schluss
gezogen, dass die lebenden Hefezellen zur Einleitung der
alkoholischen Gédhrung nicht udéthig sind. Der Gihrungs-
vorgang darf daher nicht als physiologischer Act, d. li. als complicirter
Lebensvorgang aufgefasst werden; vielmehr wird er durch eine Enzym-
dhnliche Substanz, die Zymase, eingeleitet, welche in der Natur
allerdings nur in den lebenden Hefezellen entsteht. Eine Isolirung
dieses Stoffes ist vorldutig nicht mdglich, einerseits wegen seiner
grossen Verinderlichkeit, andererseits wegen der Anwesenheit der
iibrigen Enzyme.

Gegen diese Folgerungen sind hauptsichlich drei Einwinde
erhoben worden. Nach dem ersten derselben soll nicht der Press-
saft selbst, sondern die in ihm noch vorhandenen Mikro-
organismen die Gédhrung veranlassen. Diese Annahme ist
unhaltbar, denn es besitzt auch durch Filtriren keimfrei gemachter
Presssaft starke Gihrwirkung; ferner bleibt trotz Zusatz von anti-
septischen Mitteln, wie arseniger Siure, Chloroform, Benzol, grossen
Zucker- oder Glycerin-Mengen, welche die Lebensthiitigkeit niederer
Organismen hemmen, die Géhrkraft des Saftes erhalten; endlich sind
in normal hergestelitem, nur durch Papier filtrirtem Presssaft so
wenige Mikroorganismen vorhanden, dass sie niemals eine &dhnlich
lebhafte und vor allem so rasch einsetzende Gasentbindung bewirken
kénnten.
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Ein zweiter Einwurf nimmt an, dass die beobachtete Kohlen-
gdureentwickelung nicht durech alkoholische Gihrung,
sondern durch einen anderen Vorgang bedingt sei. Ueber
die Art des letzteren sprechen sich die Gegner nicht niher aus; man
konnte an Athmungserscheinungen oder an Kohlensiureentbindung
in Folge Gerinnens von Eiweisskérpern denken. Auch diese Hypothesen
sind zu verwerfen, denn eine Gasentwickelung tritt im Presssaft bei
gewdhnlicher Temperatur erst nach Zusatz von gihrungsfihigem Zucker,
nicht von Milchzucker oder von Mannit auf. Ferner entsteht bei dem
Vorgang annihernd gleichviel Alkohol und Kollendioxyd, wie dies
auch fir die alkoholische Gihrung des Zuckers charakteristisch ist;
beobachtet werde die Bildung von 6.7 g Kohlendioxyd neben 7.7 g
Alkohol. Endlich verschwindet bei dem Processe thatsdchlich der
Zucker und an seiner Stelle erscheinen CO2 und Alkohol; ein Versach
ergab: nach 40-stiindiger Gihrung mit 200 ccm Presssaft unter Kalium-
metarsenitzusatz bei 15° verschwanden 33.4 g Zucker, d. h. aller vor-
handener; gleichzeitig gebildet wurden 15.1 g COz und 14.9 g Alkohol,
also annihernd gleichviel Kohlendioxyd und Alkoho! und zusammen
anndhernd das Gewicht des verschwuundenen Zuckers reprisentirend;
bei Vervollkommnung der Methodik wird wahrscheinlich noch grissere
Uebereinstimmung zu erzielen sein.

Als dritter Einwand ist schliesslich die Hypothese aufzafiihren: '
im Presssaft vorhandene lebende Plasmatheilchen seien
die Ursache vou dessen Giihirwirkung. Auch diese Annahme ist
zu verwerfen, da auch abgetddtete (6 Stunden auf 10090 erhitzte) Hefe
noch Gibrkraft besitzt; da der Presssaft eingetrocknet oder durch Al-
kohol gefillt werden kann, ohne seine Wirksamkeit véllig einzubiissen;
da allgemeine Plasmagifte, wie arsenige Sidure, das Giéhrvermdgen nicht
aufbeben; endlich da normal hergestellter Presssatt aus sehr lebens-
kriftiger Hefe vielfach keine Gihrwirkung gezeigt hat, obwohl er doch
jene hypothetischen Plasmatheilchen enthalten misste.

Ueber die von zahlreichen anderen Forschern erzielten Misser-
folge bei der Herstellung von wirksamem Hefepresssaft sei es mir
noch gestattet, einige Vermutbungen zu iussern. In manchen Féllen
mag ungeniigendes Zerreiben und Auspressen der Hefe daran Schald
tragen; wenigstens findet sich mehrmals die Angabe, dass weniger
Presssaft, als nach meinen Mittheilungen zu erwarten, erhalten wurde;
d. h. gerade das Beste ist noch im Presskuchen zuriickgeblieben, denn
bei Beginn der Herstellung wird der erhaltene Presssaft sicher durch
aussen an den Zellen haftendes Wasser verdiiont. Zudem ist durch-
aus nicht jede Hefe, auch nicht jede Bierhefe zur Gewinnung von
wirksamem Presssaft geeignet; in gewissen Lebensperioden, bei ge-
wissen Ziichtungsverfahren scheinen auch sehr gihrkriftige Saccharo-
myceten voriibergehend keine Zymase zu enthalten. Hefe und Hefe
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ist selbst bei gleicher Rasse nicht immer dasselbe, wie dies allerdings
bei einem chemisch reinen Priiparat zutreffen wiirde. Ferner verliert
wirksamer Presssaft bei liugerem Stehen von selbst seine Gihrkraft,
wahrscheinlich in Folge der Anwesenheit proteolytischer Enzyme; solche
kénnen vermuthlich auch innerhalb der Hefezellen die Zymase zer-
stéren. Endlich ist es anch denkbar, dass die Zymase gegen manche
chemische Stoffe empfindlich ist, die an nicht sorgfiltig ausgewasche-
nen Hefezellen aussen anhaften. Werigstens erscheint es auffallend,
dass gerade mit der Miinchener untergihrigen Bierpresshefe, welche
besonders genan ausgewaschen wird, so vorziigliche, niemals ver-
sagende Resultate erhalten worden sind.

Ueberblicken wir nochmals all’ die vorgefiihrten und berichteten
Experimentalthatsachen, so wird man den Nachweis der Zymase als
geliefert betrachten und zugeben miissen, dass es wieder einmal ge-
lungen ist, einen anscheinend rein physiologischen, d. h. auf héchst
complicirte Lebensprocesse begriindeten Vorgang auf die verhiltniss-
missig einfache Wirkung eines bestimmten Stoffes zuriickzufiihren.
In dieser Erkenntniss findet eine 1893 mit Constatirung der Zerreib-
barkeit auch der kleinsten Mikroorganismen nach Zusatz von Quarz-
sand begonnene Untersuchungsreihe ihren vorldufigen Abschluss.

108. Eug. Bamberger: Zur Kenntniss der Nitrosoalphyl-
hydroxylamine ').
[VIII. Mittheilung iber Hydroxylamine.]
(Eingegangen am 14, Mérz; mitgetheilt in der Sitzung von Hro. R. Stelzner)
Die folgenden Zeilen sind dazu bestimmt, die vor mehreren Jahren
verdffentlichte Charakteristik des Nitrosophenylhydroxylamins®) nach
verschiedenen Richtungen zu vervollstindigen. Es sei von vornherein
bemerkt, dass die vertrautere Bekanntschaft mit diesem Kérper mich
in dem Glanben an die urspriinglich auf Grund seiner Entstehungs-

weise aufgestellte Formel. CsHj . N<Bg » wesentlich bestirkt hat.

Hervorzuheben ist vor Allem die grosse Unbestidndigkeit, welche
das Nitrosamin schon an und fiir sich zeigt und welche durch die
Gegenwart saurer Agentien in unverkenubarer Weise erhoht wird.

) Diese Uutersuchung sollte spiter als Kapitel einer grosseren Abhand-
lung dber Alphylhydroxylamine erscheinen. Der Umstand, dass auch von
anderer Seite mit den Nitrosoalphylhydroxylaminen experimentirt wird (diese
Berichte 31, 179), veranlasst mich zu der heutigen Mittheilung.

2) Diese Berichte 27, 1553; 28, 246; 29, 2412.





